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UTILISATION de FLUOROCHROMES pour L’'OBSERVATION
DES PAROIS CELLULAIRES CHEZ TROIS ESPECES
DE CLOSTERIUM (DESMIDIALES)

AU COURS DE LEUR REPRODUCTION SEXUEE

‘Thérése DUBOIS TYLSKI*

RESUME.  Les parois des cellules végétatives et les zygospores de Closterum dcutunm,
moniliferum et venus sont fortement fluorescentes aprés coloration par le «Calcofluor
whiten, Cette coloration ne met pas de pores en évidence, mais cllc montre quune élonga-
tion discontinue des hémisomates est possible. Chez C. moniHiferum, les papilles dc conju-
gaison, 1a vésicule mucilagineuse qui les cntoure puis la paroi des zygospores jeuncs ct dgées
présentent unc vive fluorescence. La vésicule de germination est entourée par I'endospore
interne fluorescente.

La coloration au blen d’aniline montre la présence d'unc cnvelappe callosique mise en
place précocement autour de Ja jeune zygospore ct longtemps persistante chez les trois
espéces. Lintérée phylogénique de cette formation mise en évidence pour la premiére fois
autour de ceilules sexuées d’Algucs est discuté.

SUMMARY. — The walls of vegetative cells and zygospores of Closterium acutiem, monili
Jferum and. venus are strongly fluorcscent after Caleofluor staining. This staining does not
shaw pores 1n the wall but indicates that discontinuous elongation of semicells 15 possible.
In C. monil the conjugation papillae, the i ilaginous vesicle, then
the young and old zygospores fluoresce brightly. The germination vesicle is surrounded
by the fluorescing inner past of endospore.

Aniline blue staining shows that a callosic sheath is rapidly set around the young 2ygo-
spores and persists fot 2 long time in the three specics. It is the first time that such a callosic
wall is mentioned around an algal sexual cell and its possible phylogenic interest is discussed.

* Université des Sciences et Techniques dc Lille, U.E.R. de Biologie, Laboratoire de Crypto-
gamie, 59655 Villeneuve d’Ascq Cedex.

Cryptogamie : Algologie, 1981, 11, 4 : 277.287.
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MATERIEL ET METHODES

Les souches des Closterium acutum Beéb., C. moniliferum (Bory) Ehrenbg,
ex Ralfs. et C. venus Kitz. utilisées sont des souches homothalliques isolées
4 Iétat végétatif en 1968 dans une mare & Sphaignes du pré communal de
Wartdrecques (Pasde-Calais), cultivées sur milicu de Waris (WARIS et ROU-
HIAINEN, 1970) gélosé & 1%, 4 pH 54. Scule la souche de C, moniliferum
est axénique,

La reproduction sexuée est obtenue en soumettant des cultures jeunes 3 un
éclairement de 10000 ergs. cm™®. s fourni par des tubes fluotescents Gro-lux
selon an cycle photopériodique de 18 heures de lumiére et 6 heures d'obscurité
220°C.

Le Calcofluor white ST* a été utilisé comme colorant vital 4 la concentration
de 0,01% dans le milicu de Waris. D’abord considéré comme un fluorochrome
spécifique de la cellulose et de la chitine (HARRINGTON et RAPER, 1968),
il s'est avéré ensuite qu |1 pouvau se ﬁxer sur de nombreux polysaccharides :

eliulose, chitine, hémi posés pectiques et callose (HUGUES ct
Mc CULLY, 1975).

Le bleu d’anitine a été utilisé selon Ia technique de ESCHRICH et CURRIER
(1964), soit sur matéricl vivant, soit sur matériel fixé par le glutaraldehyde a
6% dans le milieu de Waris. La pé ificité de cette techni consi-
dérée comme classique pour la mise en évidence de la callose est actuellement
trés controversée (FAULKNER et coll., 1973; SMITH et Mc CULLY, 1978), ¢
la fixation au glutaraldéhyde pourrait induire un dépét de callose (HUGUES
et GUNNING, 1980),

La primuline en solution aqueuse a été utilisée sclon WATERKEYN et
BIENFAIT (1971) pour la mise en évidence de la sporopollénine; la callose
fluoresce ¢ ave ce 1l mais b p moins
qu'avec le bleu d’anili ine.

L'observation en fluorescence a été effectuée sur un microscope REICHERT
Zetopan, avec filtre U.V. 350 nm.

OBSERVATIONS APRES UTILISATION DU CALCOFLUOR WHITE :

fl

Les cellules végétatives du C, acutum pré une
ne mettant en évidence mi croissance intercalaire, ni ceinture ni pores. Les
cellules dgées excrétent un mucilage réparti irrégulié e long
de la cellule (P I, fig. 1). La paroi des zygospores jeunes et agées est uniformé-
ment fluorescente ct présente des expansions ircéguliéres persistant dans les
hémisomates vidés (P, I, fig. 2), Contrairement & ce que laisserait penser la
description de KRIEGER (1937), signalant «4 cornesy, ces expansions ne sont
pas constantes, et il existe des zygotes parfaitement sphériques. Aucune trace

* Gracieusement fourni par American Cyanamid Co, Bound Brooks, N.J., U.S.A.
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de ctubey ni de «vésicule de conjugaisonn n'a pu étre observée, La sexualisation
se manifeste par une fluorescence plus intense dans la partie centrale des cellules
appariées, les hémisomates s’écartent, les gamétes se contractent plus ou moins
complétement puis fusionnent sans aucune protection.

Chez C. venus, au moment de la sexualisation, la courbure des cellules s'ac-
centue; les hémisomates s'écartent en émettant dans la parti centrale une papille
de conjugaison 4 croissance apicale, dont la partie terminale se colore vivement
par le rouge de ruthénium et présente une fluorescence intense, Les papilles
confluent et entre leurs parois distendues se forme une zygospore souvent munie
de quatre expansions courtes et dies qui p dans les hémi
La forme arrondie est cependant plus fréquente que la forme dans nos
conditions de culture (PL I, fig. 5). Le zygote est ainsi protégé par un «tube de
conjugaison» formé par la réunion des papilles, d’une maniére analogue 4 ce qui
se passe chez C. rostratum (DUBOIS-TYLSKI, 1973 a) ou chez Spirogyra.
Il n'y a pas de mucilage apparent & Vextérieur de ce tube mou, formé essentiel-
lement d’hémicelluloses, et les zygospores ne sont pas facilement séparables
desgamétacystes vides.

Les aspects sont un peu plus complexes en ce qui concerne C. moniliferum,
La mise en évidence des composants des parois par la technique de JENSEN
(1962} : dissolutions successives par 'oxalatc d’ammonium puis par des solutions
de soude peu puis trés concentrées avec réaction ultérieure 4 l'acide periodique-
Schiff, montre que la paroi des hémisomates ancmns peu réactive & PA.P.S. et
insoluble dans la soude est il que. Celle des hé
néoformés, des papilles de conjugaison et des vésicules de conjugaison, trés
réactives & PAP.S. est hémicellulosique. Les cellules en conjugaison sont réumies
dans leur partie centrale par un mucilage pectique diffus, et les cellules vépéta-
tives sécrétent un mucilage pectique qulellcs abandonnent en manchen sur la
gélose & mesure qu'elles progressent (fig. 1).

Fig 1 - Sécrétion des vésicules de conjugaison chez C. moniliferum. Les papilles réfrngen.
tes cn contact (1) sécrétent unc vésicule de comugaison hyaline (2) faiblement colorable
par le rouge de ruthénium, présentant une réaction AP.S. positive et une vive fluorcs-
cence aprés coloration zu Calcofluor-white. La partic centrale des cellules est réunie par
un mucilage diffus (3) peu colorable au rouge de ruthénium, A.P.S. positif et faiblement
fluorescent aprés coloration au Calcofluor-white, Un début de rétraction du cytoplasme
(4) sobserve aux extrémités des hémisomates anciens, avec émission de mucilage (5)
e e T e et

Toutes ces formations sont fluorescentes de fagon plus ou moins intense
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aptés coloration par le Calcofluor-white, les hémicelluloses émettant la fluo.
rescence la plus vive (PL, 17, fig. 1 2 6),

Bien que l'observation des coupes de parois en microscopie électronique
ait montré la présence de pores dans la paroi des Closterium, le Calcofluor
white ne permet pas de les mettre en évidence, comme c’est le cas chez Cosma-
rium botrytis (BERLINER et coll., 1978). MIX (1972) a d'ailleurs montsé la
différence de complexité de ces deux types de pores, Par contre cette méthode
montre qu'une croissance di inue des hémi est possible; fa croissance
normale des hémisomates formés dans une culture jeune et active est une crois-
sance apicale, mais dans les cultures agées, des allongements intercalares peuvent
se produire (PL. I, fig. 5). LEFEVRE (1934) avait d¢ja signalé ce type de erois-
sance dans le genre Closterium.

Clest sur lorganisation des papilles v des vésicules de conjugaison que la
méthode apporte le plus d'éclaircissements. Les individus appariés sont entourés
par unc Pp ilags trés peu fl L'émission
des papilles de conjugaison se traduic par une fluorescence extrémement vive,
localisée au niveau de la partie interne des hémisomates néoformés, Une vésicule
mucilagineuse sécrétée aprés lémission des papilles réunit les gamétes dans leur
partie centrale. Lorsque les papilles se touchent un «pont» fluorescent réunit
les gamétes deux & deus, mais ce n'est pas un véritable tube de conjugason;
les limites n'en sont pas définies, L 'observation de gamétes asynchrones (Pl. 11,
fig, 4 et fig 2 pour Vexplication schématique) montre que I'extrémité de la
papille souvre dans une vésicule formée de mucilage diffus et sans limite nette.
Les bords de la papille £l Le cytoplasme des
gamétes se contracte et le contepu du gamétocyste est expulsé dans la vésicule
mucilagineuse liche. Un mucilage fluorescent saccumule 3 lextrémité des
gamétocystes qui se vident (PL I, fig. 2 et 3),

Fig. 2. — Rupture des papilles et sortie des gamétes chez C. monifijerian, Une conjugaison
asynchrone montre un couple de gamétes qui ne sont encore qu'au stade «émission des
papilles de conjugaison» alors que leurs partenaires qui ont émis une papile et élaboré
une «vésicule de conjugaison» en sont déja au stade «rupture de la papillen. Le cyto-
plasme (dont la membrane n'a été figurée qu'aux mveax of elle est décollée de la parof)
se contracte dans les hémisomates anciens (fléche) et progresse dans la partie néoformée
(double fléche). L'extrémité de la papille (1) s rompt sous la poussée du cytoplasme
pour former un tube mou, fortement fluorescent aprés coloration au Calcofluor. white,
alors que le mucilage de la vésicule de conjugaison (2) est moins fortement fluorescent.
Le mucilage qui réunit la partie centrale des cellules (3) est encore plus diffus.
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Les jeunes zygotes ne sont donc entourés que par les restes des papilles de
conjugaison et par la vésicule mucilagineuse, et ils s¢ séparent trés facilement
des gamétocystes vides. Dans de rares cas, la contraction des gamétes est incom-
pléte et la zygospore se forme avec deux expansions arrondies qui demeurent
4 Pintérieur des hémisomates.

Les zygospores jeunes et agées sont également flucrescentes aprés coloration
au Calcofluor-white. La paroi acquiert une structure complexe, et ['épaisse
endospore des zygotes 4gés est essentiellement cellulosique, comme chez
Cosmarium batvyt:s (BEKLINER et GUTH, 1979). Lors de la germination, la
vésicule de Gt idéréc comme un protopl est en
réalité entourée par I'endospore interne cellulosique et présente une vive fluo-
rescence (PL. I, fig, 8).

OBSERVATIONS APRES UTILISATION DU BLEU D’ANILINE :

Les parties végérati é aucune fl chez les trois cs
péces étudiées, de méme quc les papl.llcs de conjugaison. Par conire les 2ygo-
spores dés leur f peu intense mais trés
nette qui persiste La fl est unif chez C. acutum et

chez C. venus. Elle est plus intense 4 certains niveanx chez C. momlz[erum
en particulier 4 I'endroit ofi le gaméte reste engagé dans le gamétocyste et oi
il se forme une sorte de bouchon. Chez C. momiliferum, I'exospote du zygote
igé de moins de 48 heures présente au microscope ¢lectronique un aspect trés
clair aux électrons (DUBOIS-TYLSKI, 1973b). Cet aspect et la fluorescence
au bleu d'aniline suggérent la présence de callose, excrétée dés la formation
du zygote. La callose est un palysaccharide trés hydrophile, se formant trés
rapidement et souvent en réponse & un traumatisme (fixation, choc osmotique,
chac thermique, blessure, ultrasons.,.), Dans le cas présent, on pourrait supposer
que la callose est un artefact dit au milieu de culture solide sur lequel on force
Talgue 4 se reprodmrc, 1l n'en est rien, et les zygotes formés en milieu aqueux

la fl de la callose qui est donc un constituant
«normaly de la paroi. Forméc dés que le 2ygote s ‘arrondit en dehors des gaméto-
cystes, la callose est associée 4 des composés pectiques colorables au rouge
de ruthénium (P1. I, fig. 3 et 6;PL. 11, fig. 7).

OBSERVATIONS APRES UTILISATION DE LA PRIMULI

En solution aqueuse trés diluée, la primuline provoque la fluorescence de la
sporopollénine, et dans une moindre mesure celle de a callose. La sporopollé-
nine est faiblement autofluorescente. Elle n’apparait trés nettement qu'autour
des zygotes de C. moniliferum, ot clle forme une couche continue, sans bou-
chons apparents (PL. 11, ﬁg 8); nous avmns montré prcccdemmcnt en micro-
scopie électronique la prcsencc de sp 4 lacérolyse, dans
Ia mésospore du zygote dgé d'au moins 48 heures. La sporopollénine est présente
en quantité trés faible autour des zygotes de C. acutum ct de C. venus (PL. 1,
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fig. 4 et 7).

DISCUSSION

$ la présence de cellulose, d'hémicelluloses et de mucilages p est
pas surprenante chez les Desmidiées, la callose et la sporopoliénine sont rare-
ment citées chez les Algues.

La sporopoliénine est signalée par KIES (1970) dans la mésospore du zygote
de Micrasterias papillifera. Elic a éé observée par ATKINSON et coll, (1972)
autour des cellules végétatives de quelques souches de Chlorella, Scenedesmus
ct Prototheca.

La callose existe sous forme de b chez Mougeotia ct Spi
(BUER, 1964), dans les siphons de Caulerpa (ZAFARALLA et PANTASTICO,
1971}, dans les poils de Coleochaete (MARCHANT, 1977). A notre connaissance,
ella n'a jamais ¢té observée autour d'une cellule sexucile d’Algue. Par contre
elle est trés souvent associée aux cellules reproductrices des végétaux dits supé-
cieurs, ot elle est diversement répartie dans les organes végétatifs ¢ tiges et
soies de Mousses (HEBANT, 1968), fevilles de Sélaginelles (WATERKEYN et
BIENFAIT, 1967), ligule des Sélaginelles (JAGELS et GARNER, 1979), tubes
criblés. Connue depuis longtemps (MANGIN, 1889) autour des microspores
d*Angiospermes, elle a été plus récemment observée autous des mégaspores
de Gymnospermes (DE SLOOVER, 1961) et d’Angiospermes (RODKIEWICZ,
1967, 1970; RODKIEWICZ ¢t GORSKA-BRYLASS, 1967).

D'aprés BIENFAIT et WATERKEYN (1976), <les Mousses ne forment pas
de callose sporocytaice, Outre les Sp phytes, seules les Hépatiques et les
élaginelles produisent cette suk au cours de la sporogenéses. HORNER
et BELZ (1970) ont ainsi mis en évidence la callose autour des macro- ct micro-
sporocytes de Sélaginelles, et DENIZOT (1971) I'observe au cours de la sporo-
gendse de quelques Marchantialcs et Sphaerocarpales. CAVE ec BELL (1973) la
signalent autour de spermatocytes de Ceratopteris.

h

Certains Closterium nous permettent donc d'observer le premier exemple
de I préscace d'une enveloppe callosique, au sens classique du terme, autour
drune cellule reproductrice d'Algue verte : la zygospore, qui devient un meio-
sporocyste au moment de sa germination.

La plupart des auteurs s'accordent 4 attribuer i la callose un réle dans Iisole-
ment des cellules sexuelles, et dans Ia protection contre les chocs osmotiques
et la dcssication. Déja en 1924, STEINECKE voyait dans les Desmidides un
maillon dans Vévolution des Algues vertes vers les plantes terrestres, hypothése
que les travaux cytologiques de PICKETT-HEAPS (synthésc 1979) ont remar-

bl f

q étayée, Les Ci les et les Charales preé en effet de maniére
constante au cours de leur division cellulaire un fuseau ouvert et un phragmo-
plaste, comme les plantes pposition au phycoplaste des Algues

par opp p
primitives. En outre les Algues & phragmoplaste sont équipées de glycolate-
oxydase, comme les plantes supérieures, alors que les Algues & phycoplaste
sont pourves de glycolate-déshydrogénase (FREDERICK et coll,, 1973).
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La faculté de synthétiser de la callose puis de la sporopollénine par certaines
Desmidiées apparait comme une remarquable préadaptation 3 la vie en milieu
aérien, et confirme la place privilégiée de ce groupe d’Algues dans la lignée
évolutive qui conduit aux plantes terrestres.
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PLANCHE

Fig. 1 4 4 5 Closterium acutum, 1 : individus végétatifs dgés de 2 mois colorés par le

«Calcofluor. whitey, mettant en evdence wne serétion iréguliére de mucilage. 2 ¢ 2ygo
spores dgées d'une semaine, colorées par le Cal hiten; 1a paroi des g

vides auxquels les zygospores demeurent arachées est également fluorescente. 3 : zygo-
spores dgées d une semaine colorées par le blew daniline; I'enveloppe callosique seule est

es vides ne pas. 4: igées dune semaine
colorées par 1; primuline; les gamé vides sont fai La forme
des zygospores st trés variable , avec ou sans «comes».

Fig. 54 7 « Closterium venus. 5 : indwidus végératifs ct zygospores igées d'une semaine
colorés par le «Calcofluor- whiten; les zygospores peuvent étre arrondies ou munies d'ex-
pansions. 6 : zygospores dgées d'une semame colorées par le bleu d'aniline. 7 : zygospores
igées d'une semaine calorées par la primaline.

Fig, 8 : Closterium moniliferum : vésicule de yrmmzuon colorée par le «Calcofluor
whitey qui met en évidence l'endospore interne cellulosique.

Liéchelle portée sur chague figure représente 25 im.

PLANCHE 11

Closterium moniliferum

Fig. 13 6 ¢ coloration par le «Calcofluor-whites. 1 : individus appariés. 2 : apsés bipar
tition des cel.lules appasiées, émission des papilles de conjugaison hémicellulosiques vivement
fluorescentes. 3  les papilles de conjugaison sécrétent des vésicales de conjugaison muci-
lagincuses, non nettement Gélimitécs, qui fusionnent et cartent les gamétocystes. Les fig. 2
et 3 montrent 3 lextrémité des gamétocystes accumulation de mucilage qui accompagne la
contraction des gamétes. 4 : conjugaison asynchrone. Un couple de gamétes a émis seule.
ment une ébauche de papille de conjugaison. L'autre montre la rupture de la papille de
conjugaison ct som ouverture disecte dans Ia vésicule de conjugaison. 5 : zygospores agées de
moins de 24 heuses Un des gamérocystes vides montre des zones annu.lauu dont L fluore -
cence est plus ou moins intense, indice des él de It 6
cellule végétative, gamétocystes vides et zygospores dgées de 2 mois

Fig. 7 1 zygospores dgées de moins de 24 heuces solorées par lc bleu d'anline, Lienve-
loppe des gamétocystes vides ne fluoresce pas. L'exospore callosique, mise en place trés
rapldement, présente souvent des ¢ au nivea des de la zygospore

encore engagées dans les gamétocystes.
Fig. 8 : zygospores dgées de 48 heures, colorées par Ja primuline qui colore la mésospore
sporopollénique, et tres faiblement 'exospore callosique.

Liéchelle portée sur chaque figure représente 254,
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